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Abstract 


An antigen which was extracted in saline from the adült worm of Paragonimus 
westermani was treated by heating at differed degrees of temperature. 

Examination was made on the serological activity of these antigens and on the 
physico-chemical character of their protein components. 

In this study, use was done of the sera taken from paragonimiasis patients, experim- 
entally infected cats and immunized rabbits. The agar-gel diffusion test and the comple- 
ment fixation were employed for immunological measurement and the polyacrylamide-gel 
electrophoresis was done for protein determination. | | 

(1) The total protein quantity in the antigen was found to decrease in inverse 
proportion to the height of temperature for heating. For example, approximately 30% of 
«protein was coagulated by heating at 100°C for 10 minutes. While, change of the carbohy- 
drate quantity was very little and only 3.2% of it was lost by the same treatment. 


— 


| SCOT 第 651 号 


112 a NEC NES 


(2) In the findings of the electrophoretic pattern, the protein components to move 
rapidly to the anoden side appeared to be lost by raising the heating-temperature and 
these components were contained in the ES (excretion and secretion) antigen. On the 
other hand, the bands to move slowly to the cathoden side appeared to be almost 
unchanged or slightly decreased in quantity by heating. F rom this finding, these compo- 

nents. were thought to be rather thermostable. The quantity of these ones in the ES 
antigen was very little. : 

(3) The heated antigens were ie On their CIL characteristics to 6 of 
the infected cat sera and 22 of the patient sera by the agar-gel diffusion test. The soma. 
tic antigen heated at 60?C for 10 minutes showed precipitin lines to all the sera employed, 
‘The one heated at 70°C, however, showed a negative result to 6 of the patient sera. 
Further, with the one done at 80*C or more, the reaction changed to negative to all the 
sera except 2 of the infected cat ones. | 

To the immunized rabbit sera, precipitin lines were observed even by the antigen 
heated. at 100°C. The increase of the heating-time from 5 up to 30 minutes resulted in 
the disappearance of the fine and weak precipitin lines but little was influenced on the 
formation of the main precipitin lines. | : 

(4) In the complement fixation, the dilution-titre of t the. antiserum. Sontag a DOSit- 
ive reaction to the heated antigen became.lower by raising the heating-temperature. To 
antisera of high concentration, the heated antigen showed a positive reaction even with 
the dilution of 6,400 to 12,800 times. It was estimated that in the complement fixation, 
there were two reaction systems which were given separately by the thermostable antigen 
fractions and thermolabile ones. | 
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多く の 感染 症 の 中 で も 特 ! — " 疾患 に み ら れ et al (1965), Capron et al(1965), Seed et al 
る 免疫 現象 は 虫 体 が 持つ 抗原 構成 の 複雑 性 や 寄生 部 位 (1966), 


辻 ら (1967) , 多田 (1968) お よび 片 峰 , 今 


の 違い, 或いは 寄生 体内 で の 発育 に 伴 な う 臓 器 , 組織 


の 構造 や その 働き の 次 的 , 量 的 な 変化 , 更に は 宿主 側 
の 条件 な ど に 依っ て その 様相 を 異 に する な ど 寄 生 躍 感 
染 免 投 の 実態 は 極め て 複雑 な も る の と 想像 され る . 従っ 


て 免疫 学 的 な 追 宛 も と の 様 な 寄生 現象 の 多様 性 に 対す | 


る 診断 の 適正 を 確立 し , 他 の 感染 症 に 於 ける 診断 法 と 
同等 の 意義 を 見 出す 可 く 多く の 研究 者 に よっ て その 開 
発 が 試 み ら れ て いる . 然し 生 ら , 寄生 虫 感染 , 寄生 だ 
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検討 な ど に 関し て は 未だ 知見 が 少な い . 
肺 骸 虫 症 に 於 いて も 免疫 学 的 研究 , 殊 と その 抗原 抗 
体 糸 の 解 折 に 関す る 報告 例 は 極め て 少 な l, Yogore 


Ht (1965, 67, 63) な どの 報告 が ある に すぎ な い . と 


_ れ ら の 報告 で は いずれ も 肺 骸 虫 の 感染 寄生 に より 多く 


の 抗原 抗体 系 が 存在 する 事 を 認め , 感染 後 の 経過 日 数 
Rec Abe dic Mus 
TRIES b DU AKO REL C3 5 dr oin 

et | 
本 報 に 於 いて も と れ ら の 現象 を 更に 明らか に する 
為 に ウェ ステ ルマン 肺 骸 虫 を 材料 に その 躍 体 抽出 液 を 


- 各 温度 で 加熱 処理 し , ZUE S ptus o dH 
性 状 の 変化 お よび 免 疲 学 的 抗原 活性 の 質 的 , 量 的 変化 
に つい て 寒天 ゲル 内 反応, MARA RIS kU Polyac 
rylamide-gel 電 気 泳動 を 応用 し て 比較 検討 し た ・ 
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実験 材料 と 方 法 


I PROPER 
a) mimus (SOMPE) 

REY 2 AF VS vag (P. westermani ) の メ A 
セル カリ アテ ア を 与え 感染 後 5 ヶ 肌 以上 経過 し た 後に 肺 臓 
より 貝 体 を 摘出 し た .、 虫 体 を 水 で 十分 洗浄 後 potter 
の ガラ ス ホ モ ジ ナ イザ ー で 2 へ 3 BRT S. oH 
ic 0?C 以 下 に 冷却 し た アセ ャ トン を 50 倍 量 加 えて 2 8 
分 間 揚 拝 し 吸引 泌 過 を 行う . と の 操作 を 速やか に 2 回 
くめ 返し た 後 減圧 吸引 し て アセ トン を 除去 し 胸 脂 を 行 
5. と の 乾燥 粉末 を 少量 の 0.15M NaCl と 共に 再び 
homogenize し , Hi 所 粉末 重量 の 約 38 倍 量 相 当 の 生食 
水 を 追加 する . これ を 0 へ 2<C の Coolnics mixer で 
24 て 48 時 間 揚 振 抽出 後 5°C, 15,0003 95 20min. i 
- 心 し, 上 清 液 を 抗原 と し た . | 
— b) 熟 処理 虫 体 抗原 (HHSOM 抗 原 ) 

_ 赴 記 の 方 法 で 作成 し た 虫 体 抗原 の 一 部 を 取り 00°C, 
70°C, 80°C, 90°C, 100°C の 各 温度 で 加熱 処理 し た 
E: に と れ ら の 名 温度 に 於 て 5min., 10min., 15min., 
20min, 30min. RMR, AURA 性 沈 汰 物 を 
3,500 r. p. m., 20min. 遠心 し , その 上 清 液 を 反応 抗原 

と し て 用 いた . 
— 6) MARR (ES 抗原 ) 
十分 に 洗浄 し た 虫 体 を 生理 的 食塩 水 1 6 当り 15 個 休 


の 割合 で 加え た も の を 37°C iC 12 時 間 incubate Lic. 


と の 飼育 液 を 15,000x 2, 20min. 遠心 し , ER 
を ES 抗原 と し た . 


TT 抗 血清 の 準備 

a) 感 作家 兎 血清 

感 作 方 法 は 前 に 準備 し た 躍 体 抽出 液 の 1 を 静脈 内 
注射 , 同じ く 1 be ED Freund’s incomplete 
adjuvant と 十分 混合 LC 58 0 1 E35 E び 大 用 部 の 皮 
下 と 筋肉 内 に 注射 し た . 注射 免 疫 間 号 は 静 注 が 日 
皮下 お よび 筋 注 は 5 日 間 毎 に 行い , 最初 の 3 回 は 静 注 , 
ROS 回 は 皮下 又は 筋 注 を 行っ た . 最後 に ゲル 内 反応 
で 十分 抗体 価 が 上 昇 し で て いる 事 を 確 め て か ら 最 終 注 草 
_ 後 7 日 目 紀 全 採 箇 し て 血清 を 分 離 Lic. 

b) SERRE 

雄 の 猫 ( 約 2. 5Ke)6 匹 に 夫々 40 個 の メタ セル カリ ア を 
与え た . 投与 方 法 は 床 酢 し た 猫 の 食道 内 に ピペット を 
深く 挿入 し , 胃 内 に 直接 注入 し た . 感 染 後 5 67 RB 


— に 頸 動 脈 より 全 採 血 し 血清 を 分 離 後 一 20*C 保 存 し た . 


c ) 患者 血清 

_・ 肺 吸虫 症 の 流行 地 於 て 集団 検診 DORR, Mum 
PERDES bO LTRS NEED > bib R 
卵 陽性 者 22 例 を 対象 選定 し 実験 に 供し た . 


I 実験 方 法 

a) 寒天 ゲル 内 沈降 反応 

本 法 の 術 式 は Ouchterlony (1959) の 方 法人 準じ 
た が 多少 改良 し て 微量 法 を 適用 し た . 寒天 ゲル は 半井 
化学 の Agarose を 用 い , 0.1960 NaNs を 加え た 
0.15M, pH7.2 の NaC1 溶液 を 使用 し た . ゲル 平板 は 
1 % の 寒天 溶液 を 加熱 溶解 し, 厚 さ 5mw の も の を 作成 の 
後 , 径 3 w の 抗原 お よび 抗 血清 を 入れ る 穴 を 切り 取り , 
相互 の 距離 を 4 mm と し た . ま た 抗原 お よび 抗 血 消 の 量 
は 0.05<0.08 太 で とれ ら の ゲル 内 反応 は 適当 な 温度 
保 た れ た ガラ ス 容 器 内 寒天 平板 を 静 置 L, 37 C の 
定 温 の も と に 24<48 時 間 反 応 を 進行 させ た . 反応 終了 
後生 理 的 食塩 水中 で 2 へ ~3 日 間 洗 浄 し , 未 反応 邊 A 
成分 を 除去 後 乾燥 ゲル フィ ルム を 作成 し た . と れ 
Amido black 10B 染色 液 で 染色 し 乾燥 保存 し た . 

b) ポリ アク リル アミ ド ・ ゲ ル 藻 履 電 気 泳動 
本 法 は 荻田 ら (1966) の 方 法 に 準じ て 行っ た . ゲル 
調整 は pH8.6, 0.05M トリ ス ・ ア ミノ メタ ン 一 
0.007W ク エン 酸 緩 街 液 を 用 い , ポ リア クリ ル ア デア ミド ・ 
ゲル の 濃度 を 9.5% と し た . ブリ ツジ 用 に は pH8.2, 
0.3M ホウ 酸 一 0.0SW 昔 性 ソー ダ を 用 い , 異な る 2 
つの 緩衝 液 を 組合 せ た 不 連続 緩衝 液 系 を 適用 し た . ゲ 
ル の 大 き さ は 10cg x10cw, 厚 さ は 1.0 碑 へ 1.5 碑 と し , 
hei vr iei indi 

. KBE を 件 は ゲル 中 1 cm 当り 1mA へ 1.5mA の 電流 

RI 
時 を 終点 と し た . 泳動 完了 後 , 直ちに 1 % ア ミド ブラ 
ッ ク ————— 
色 を 行い , 7968ERMCCOv IFY FORGET o 


RY 


トメ ー タ ー に より 泳動 帯 の 分 離 パ ター ID 
c) 補 体 結合 反応 

本 反応 の 術 式 は 緒方 氏 法 に 従っ て 行っ た . 尚 材料 と 
し て 用 いた 乾燥 補 体 , めん 羊 血球 , 溶血 素 は 東芝 化学 
工業 の 製品 を 使用 し た . 反応 の 形式 は 補 体 量 を 一 定 と 
し , 抗原 お よび 抗 血清 を 共 (c 2 RGEXETHRDE CARL 
て 反応 を 行ない 陽性 張 界 を 示す 反応 の 場 を 求め た . 
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I 理化 学 的 性 状 の 変化 
A) BBB&BKUEBRORIL 
ウェ ステ ルマン 肺 骸 虫 虫 体 柚 出 液 を 60°C, 70°C, 
80°C, 90°C, 100°C の 各 温 度 で 10 分 間 加 熱し , 生じ 
た 不溶 性 沈 滅 物 を 遠心 除去 した. この 上 清 液 の 蛋白 量 
を Cu-Folin 法 で 測定 し , その 成績 を Table 1 た 示 
し た . と れ を みる と 抗原 の 可 深 隆二 白 質 は 加熱 温度 の 
上 昇 に と も な い 順 次 減少 し て 行く の が 観察 され る . HH 
SNA EB ee LIB AROMA AMBRE TR, 
々 9.496, 18.9%, 22.3%, 28.3%, 29.1% と 次 第 
増加 し た . 一 方 , 各 温 度 で の 加熱 時 間 の 差 に よる 蛋 
日 換 量 の 変化 を みた が , Smin, 10min.,  15min., 
20min, 30min. の 処理 で は いずれ の 温度 に 於 て も 著 し 
い 相 違 は な られ な か っ た 糖類 に つい て も 同様 に アン 
スロ ン 法 を 用 いて 測定 し た . と の 成績 で も 加熱 温度 の 
上 昇 に と も な い 減 少 が み ら れ た が , その 量 的 変化 は 極 
め て 少な く 100?C 処理 で も わずか に 3.28% に すぎ な 
か っ た . と の 様 に 糖類 (Table 1 ) が 熱 に より 破壊 さ 
れる 影響 は 極め て 低い . 
B) 紫外 線 吸収 の 変化 | 
URSUS (SOM 抗原 ) お よび 各 温 度 処理 抗原 を 
夫々 50 倍 希釈 液 と し , と れ ら の 柴 外 線 吸 収 を 220-360 
my の 波長 域 で 測定 し た . そ の 吸収 曲線 を Fig.1 に 示 
し た が , いずれ の 加熱 抗原 も 未 処 理 抗原 と 同様 に 250 
~ 260my | に 吸収 帯 が 認め られ た . PRL, その 強 さ は 
加熱 温度 に より 異な り 処 理 温度 が 高く な る に つれ て そ 
の 吸収 帯 は 特異 的 な 曲線 を 呈し た . これ は 特に 245mw 
に 吸収 を 持つ 成分 が 加熱 温度 の 増大 に より 消失 し て 行 


Table | 


| 1.0 


note : SOM-antigen----- 


ES T. 
成績 


く 結果 に 基づい て いる . と れ 対 し 未 処 理 抗原 の 吸収 
帯 は 極め て 不明 共 で 弱い .、 尚 , ES 抗原 に じ に つい て も 柴 | 
外線 吸収 を みた が 虫 体 抗 原 の そ れ と は 明らか に 異な 
280mp RR (Pig 1) 


O FSR COMANO NMA Cisl) 
の 比較 


pH8.6, ゲル 濃度 9.5% の ポリ アク リル アミ ド ・ ゲ 
ル を 支持 体 と し た 薄 層 電気 泳動 に より , SOM 抗原 と 
Fig. 1 Change of ultraviolet absorption 


curves of the whole extract antigen of 
Paragonimus westermani by heating | 


SOM-antigen 
(1) non-heated 
) 60°C 10min. 

) 70°C 10min. — 

4) 80°C 10min. 

) 90°C 10min. — 

) 100°C 10 min. 


0.5 P (7) 


(1) 


220 240 260 280 300 320 340 360 mg 


the adult-worm extract 


ES-antigen------ the excretion and secretion of adult-worm 


Change of も he protein and carbohydrate quantity. of the whole extract 


in de of Paragonimus. westermant by heating | 


i 


Temperature Protein Coagulated 
for heating | quantity 28/ mb | protein (96) 
Non -heated 13.25 | = 
69°C 12.00 9.4 
70°C 10.75 18.9 
80°C 10. 30 22.9 
90*C 9. 50 28.3 
100°C _ 9.40 29.1 
| 


note: The heating-time was 10 minuetes 


Carbohydrate Reduction 

quantity (mg/ml) | . (96) 
14.64 — 
14.58 0.41 
14.49 1.02 ja 
14.37 1.84 
14. 33 2.12 
14.16 3.28 
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Fig 2. Diagramatic illustrations of the 
thin layer electrophoretic patterns showed 
by the ES antigen, the SOM antigen and 
the heated SOM antigen 


ES-antigen 


. SOM-antigen 


heated 
SOM-antigen 
60°C 


70°C 


80°C 


_ 909C 


100°C 


| BPB 
ES 抗原 の 蛋白 成分 の 相違 を みた . (Fig. 2) デ ン シ ト 
は メト リー に より 両者 の 泳動 帯 の 数 を みる と SOM 抗原 
に で は 8 本 , ES 抗原 で は 11 本 が 認め られ , その うち 共 
通 バ ンド が 7 本 , 特異 的 バン ド は 夫々 1 本 (①⑪) と 4 本 
.(be, f 1 が 観察 され た . (Fig. 3,A), (Fig. 3,B) 


両者 の 泳動 パタ ー ン に も 明らか に 相違 が だ が み られ 。, 
SOM 技 原 で は 各 成 分 の 分 離 が 明確 で その 量 も 多く , 
陰極 か ら 陽 極 の 全域 に 広がっ て 分 布 し て いる . と れ に 

Lit ES 抗原 の 涼 重 像 は 陽極 側 に 多く の 分 布 が み ら れ 
科 成 分 の 量 も 著 明 な も の が 少な い . 

Gi) 加熱 抗原 の 泳動 像 の 変化 っ 


SOM 抗原 を 各 温 度 で 加熱 処理 する と , ONE 


と 著 明 な 変化 が 観察 され た . CFig.3, C) 特に 著しい 
変化 は 陽極 側 に 移動 する 4 本 の 泳動 帯 Cg, jk DIC 

認め られ た . 即ち 未 処 理 抗原 で 濃厚 な 泳動 帯 を 示し た 
ピー ク g は 60°C, 10min. の 加熱 で さえ 急激 な 減少 
が み ら れ , 80°C 以上 の 処理 で は その 絢 ん ど が 消失 し 
た . (Fig. 3, C-1-3) SRL, 80°C か ら 100°C OA 
理 抗原 で は それ 替 っ て ピー ク g LOM Buc 
< 新しく 形成 され た と 思わ れる 店 広 い 泳動 帯 の 出現 増加 
| が 観察 され た . (Fig.3, C-4-5) と れ は 和 熱 変性 に よる 


重 白 構造 の 化学 的 変化 に よる も の か 否 か 明らか で な い . 


更に 陽極 側 に 移動 する 近接 し た 3 つの 泳動 帯 G. k, 
1) は 60°C, 10min. 処理 で 明らか な 量 的 減少 が み 
Bh, 70°C, 10min. TREKS LKE 
 ] が 消失 し た . 80:C, 10min. 処理 で は 泳動 帯 k も 


抗原 で は 2 本 の 沈降 線 が 形成 され た が , | 


WAL, 1 の み が 痕 跡 程度 区 認め られ る すぎ な い . 


と の 様 に 3 本 の 泳動 帯 が 加熱 温度 の 増大 に と も な い 陰 


極 側 の バン ド か ら 順 次 消失 し て 行く 現象 は 興味 ある 所 
見 で ある . CFig. 3,C-1-3) 一 方 , 陰極 側 で 殆 ん ど 
移動 し な い 泳動 帯 a は 加熱 温度 の 増大 に つれ て 減少 
し て 行く の が み ら れ る が 100°C で も 消失 する 事 は な 
v. 昌代 涼 動 帯 d の み は い ずれ の 加熱 温度 に 於 て も 全 
く 変 化 が 認め られ な い .- 

以上 の 如く , 易 熱 性 の 成分 は 陽極 側 に 早く 移動 する 
KEIO SH, と れ ら は ES 抗原 に 多く 含ま れる 


_ 事 が 明らか に され た . と れ た に 対 し 耐熱 性 を 示し た 汽 動 


Ha お よび d は 忠 体 を 構成 する 組織 成分 に 由来 する 


も の と 考え られ る . MEME CORSO CE 


る 泳動 像 の 変化 は 30min. 以内 の 処理 で は 殆 ん ど 確 . 
認 さ れ な か っ た . 
2. 寒天 ゲル 内 沈降 反応 に よる 観察 

この 実 腔 で は 前 記 の 方 法 で 加熱 処 理 し た 各 抗 原 の 免 
疫学 的 反応 活性 (C つ いて 寒天 ゲル 内 沈降 反応 を 用 いて 
観察 し た . 商 抗 血清 と し て は 実験 的 に 感染 させ た 6 PU 
OVS, 22 例 の 忠 卵 陽性 の 患者 血清 お よび 虫 体 抽出 
液 で 感 作 し た 2 PID ARIE Nue. co3d ic 
て は 更に 感染 と 感 作 に よる 反応 の 出 方 の 相違 に じ つ いて 


も 観察 し た . 


A) Rejai に 対す る 加熱 抗原 の 反応 
実験 的 に 濃厚 感染 さき した 猫 血清 に 対す る 反応 は 60?C。 
lOmin. 処理 で 未 処 理 抗原 の 反応 と 全く 変化 が な く 2 
~i 本 の 強い 沈降 線 が 形成 され た . 70°C AREE CU 
ぇ 沈降 線 の 減弱 が 認め られ , 80°C 以上 の 加熱 で は 6 
例 中 4 例 に 完全 な 沈降 線 の 消失 が み ら れ た . FICHE 
線 が 消失 し な か っ た 2 倒 の 血清 で は 抗原 実 の 側 K 和 形成 
され る 肉 太い 沈降 線 は 消失 する が , 抗 血清 の 穴 側 に 出 
現す る 鮮明 な 沈降 線 は 100°C 処理 で も 殆 ん ど 変 化 が 
な か っ た . (Fig. 4, B)—75, 各 温 度 で 5min. か ら 
30min. まで の 加熱 時 間 の 差 に よる 反応 の 変化 は 沈 隆 
線 の 強 さ の 減退 に 認め られ た . 即ち 602C で は 20min. 
以上 の 加熱 で 肉 太い 沈降 線 の 減 充 が み ら れ , ?0*C で 
は 10min. 加熱 と 15min. 以上 の 加熱 と で 明らか に 
沈降 線 の 出 方 に 相違 が 認め られ た . 即ち 10min. 加熱 
15min. jit 
熱 する と 了 肉 太い 沈降 線 が 消失 し 鮮明 な 沈降 線 の み と な 
っ た . また 80°C 以上 の 加熱 で は いずれ の 処理 時 間 で 
も 肉 太い 沈降 線 の 形成 が み ら れ ず 残 存する 1 本 の 沈降 
線 は 100?C, 30min. で も 尚 形 成 さ れ た . KL, 90°C 
以上 の 加熱 で は 処理 時 間 が 増す に つれ て 沈降 線 の 位置 
が 學 第 に 抗原 穴 の 側 に 近く 移動 し て 行く 傾向 が 観察 さき 


116 | 今 jt ES = 


(C— 2) 


^ 70C, 10min. 


(A) f ES-antigen 


Gt = 
|) origin  - ; | 
(B) (C— 3) ; 
z 80C, 10min. 
QT. 
origin 
| (€C-1) a _ heated SOM-antigen 


' * áyé, EA i 


Q CH 


. Fig 3. Comparison of the polyacrylamide-gel electrophoretic patterns of the ES antigen (A), 
the somatic antigen (B) and the heated SOM antigens (C, 1-5) | | 
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れる . と れ は 抗原 活性 が 処理 時 問 c JEI Pa L 
行く 事 を 裏づけ て いる . (Fig. 5, A) 

B) 患者 血清 に 対す る 加熱 抗原 の 反応 。 

下 卵 陽性 の 患者 血清 22 例 を 用 いて 同様 の 反応 を 試み 


た 」 反応 の 出 方 お よび その 強 さ の 変化 は 感染 江 血 清 の 


場合 と 全く 同様 で ちっ た , (Fig. 4, C) 然し, 70°C, 
10min, 加熱 抗原 で は 22 例 の 患者 血清 の うち 6 例 (22.2 
%) に 沈降 線 の 出現 が 認め られ な く な っ た . と の 5 例 の 
臨床 的 所 見 選 つ いて は 陽性 反応 を 呈し た 他 の 症例 と の 
間 特 記す べき 相違 は 認め られ な い . と の 様 に 加熱 抗 


原 で 速やか に 反応 が 陰 全 性 化す る こと これら の 症例 は 同じ 虫 
ORED A D WE D RRA RICAN ESADNA. 


Table ? 


と れ は 感染 の 濃度 ある い は 感染 の Stage の 差 に よる 
抗体 産生 の 質 的 量 的 な 相違 に よる も の か , 更に は 生体 
の 忠 体 抗原 に 対す る 感 党 人 性 の 相違 よる も の か 想像 の 


| 域 を 出 な い が 極め て 興味 ある 所 見 で ある . gj 80°C, 


10min. 加熱 抗原 で は 全 例 の PLC i UG 
bc (Table 2) 

C) 成 作家 兎 血 清 に 対 る す 加熱 抗原 の 反応 | 

. 感 作家 兎 血 清 に 対す る 加熱 抗原 の 反応 の 出 方 は 感染 
血清 の それ と は 大 き な 相 違 が み ら れ た . 感染 血清 に 対 
する 反応 で は 概ね 80°C の 加熱 で 陰性 反応 を 呈 し た 
が , 感 作 血 清 の 場合 は いずれ の 実験 例 で も 100°C 加熱 
で 沿 沈降 線 が 形成 され た . 然し , と の 場合 も 抗 血清 の 穴 


Result of the as diffusion test between the heated antigens 


and the paragonimiasis patient sera 


heated for 10 min. at 


No. Patients | Age Sex. | Egg - IDI X-ray | non-heated ーー 
(d 5 NB 60°C | 709C 80°C 
| 1 H. Y. 69 M 4* not examined = p k + an — 
2 S. T, 3 E oc sies 6** (ee de + ae zd 
E D Ate 77 M 上 _8 C=) Be of + E 
4 T.Mm 13 F ES 4 CES- E EE e Ed 
5 X. 79 F + mot examined . a E Ru z 
6 | T. B. 13 M | + a9 (=) E + d 4s 
P| MW oAE. 13 Ix F 7 CB? + + 4- — 
8 T. F. 26 M -+ 5 CG» ate ES E = 
9. Y. A. 14 M: 上 Bes qa fe y ue cup a = 
10 | X. M. 14 OE 4c 8 C—) 4 dis dieu = 
qs |) RoN: 13 M - Tg > dr T: E 
12. | S. M. 13 M + 15. E> i E 4 m 
13 | K. A. 13 M + 10 eo ain db Sh » 
14 Y. S. 13 M ox _ 6 (—) sje B UB 2 
15 M. M. 14 M e o 0 = os i Ae E 
16 Y. K. 41 F + 9 (—) i: ie oly = 
17 T. Ah. ii M des 9 (—) EN Au = _ 
18 N. D. 60 M + not examined — : de sh = 2 
19 | T. Mk. 13 M + 10 (こう ái en = = 
20 O. Y. 18 F 4 Fa Co ER die uei — 
21 N. A. 12 M r 10 CE) + ae - = 
M.K. 12 | M + (—) . e Be E Em 


oN 
bo 


Total 


22 16° 0 
GO0%7. 896) (026) 


i) 
t3 


* indicating a positive result in stool examinatión 


** showing the diameter of wheal in intraderma] test with VBS antigen 


*** showing a positive finding in X-ray examination 


**** showing the appearance. of precipitin lines in agar-gel diffusion test 
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Fig 4. Agar double diffusion patterns of the heated antigens to immunized-rabbit | 


serum, infected-cat serum and paragonimiasis patient serum 
(8—1) 


(A—1) 


(CD | 


(A—2) 


(62 


Antigen (outer wells): 
| 1) non-heated 
2) heated at 60?C 10min. 


3) ^» 70°C 10min. 
4) ん 80°C 10min. 
5) ^» 90*C 10min. | 
6) » 1009C 10min. 


側 に 形成 され た 細い 沈降 線 は 80?C 以上 の 加熱 で 消失 
BAN, MRM OBESE ROME ERT RIK 
の 存在 も 認め られ た . (Fig. 4, A) 

と の よう に 感 作 血清 で は 比較 的 耐熱 性 の 物質 と 易 熱 
性 の 物質 に 対す る 2 つの 反応 系 の 存在 が 鶏 われ , 更に 


感 作 免疫 抗原 と し て 主要 な 役割 を 果たす も の は 耐熱 性 


物質 で ある と と が 示さ れ た . 一 方 , 加熱 時 間 の 差 に よ 


り 形 成 さ れる 沈降 線 の 変化 は 比較 的 少な い が , 90°C. | 


加熱 に な る と その 影響 が 認め られ た . 即ち 出現 する 沈 
降 線 の 位置 が 15min. 以上 の 処理 で 抗原 の 穴 側 に 極 
端 に 近く 形成 され , と この 傾向 は 感染 猫 血 清 で 観察 され 


“Antiserum (center well): b son 
A) immunized rabbit ee (A—1), (A—2) 


B) infected 人 SM (B). (Be?) 
e parágonimiasis. „patient e E E pes —2) 
た 現象 と 全く 同一 で ある . (Fig.5,B) - 


3. 補 体 結合 反応 に よる 観察 


_ 感 作家 兎 血清 MC 対す る 加熱 抗原 の 反応 活性 の 変化 を 


捕 体 結合 反応 に よっ て も 観察 し た . Fig.6 Ami 


Pile LM E E 
た も の で ある . 

と れ を みる と 拡 血清 の 40 倍 着 訳 を 需 界 線 と し て , る 
れ よ り 低 い 濃度 Cx 40~x160) の 血清 に 対す る 加熱 抗 
原 の 反 応 で は 加熱 温度 の 増大 に じ に と も な い 陽 性 反応 を 量 こ 


する 血清 希釈 倍数 低下 が み ら れ る . 即ち 60^ じ か ら 


802C ま で の 加熱 処理 で は その 血清 希釈 が 160 倍 か ら 
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Fig 5. Agar-double diffusion patterns of the antigens heated for different 


length of time 
ES 


Antigen (outer wells) :. 
1) non-heated 
2) heating for 5min. 


3 it 10min. 


DX 


4) 7 15min. 
5) ^» . 20min. 
6) 


PN 30min : 


B 


<— 60°C —> 


Antiserum (center well): 
A) infected cat serum (left) 


B) immunized rabbit serum (right) 
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. Fig 6. Result of the complement fixation between the heated antigens 


and the immunized rabbit serum 


Dilution of antigen 
X400 。 X800 1600 X3200 


non-heated 


X 20 


X40 


X80 


X 160 


uniasrue jo uornnjtii 


130 僅 の 伸び を 示し 未 処 理 抗原 の 反応 と 殆ど 変化 は 
な い . 然し 90?C 加 熱 で は 80 倍 , 100?C じ で は 40 倍 希釈 に 
まで 低下 する . その 減少 の 姿 は Fig.6 の 斜線 で 表 わ 
し た 図形 の 縮 少 に よっ て も 明か で ある . 

一 方 , 40 倍 希釈 より 高い 濃度 (x U~ x 40) の 血清 に 対 
する 反応 で は いずれ の 加熱 温度 に 於 て も 未 処 理 抗原 と 


Dilution of antigen 
X400 . X800  2X1600 3200  X6400 


heated at 80'C, 10min. 


heated at 100C, 10min. 


殆 ん ど 変 化 な が く 6, 400 倍 か ら 12,800 倍 の 高い 抗原 希 
釈 で 尚 活性 が 示さ れ た . X, Fig.6 に 示し た 反応 の 場 
の 図形 で 血清 の 希釈 倍数 が 40 倍 と 6,400 倍 希釈 抗原 で 
囲ま れる 長方形 は 少な く と も 熱 に 安定 な 抗原 に 対す る 
反応 系 を 示し て いる も の と 考え られ る . 然し 熱 と 不安 
定 な 抗原 活性 が と の 反応 系 の 中 に どれ 位 の 割合 に 含ま 
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れる か 明らか で な い が , 加熱 に より 消滅 し て 行っ た 40 
倍 か ら lOO R CHE 1 SRR CRT RIGOR 
(SEU TS < ITH RUISRERT LBA BSNS. 


he FR 


ッ ウエ ステ ルマン 肺 吸虫 抗原 を 各 温 度 で 加熱 処理 し , 


それ 区 伴 な う 理 化学 的 性 状 の 変化 お よび 免疫 学 的 活性 ) 


の 変化 に つい て 寒天 ゲル 内 沈降 反応 補 体 結合 反応 お 
よび Polyacrylamide-gel 電気 泳動 を 応用 し て 比較 
tat Lic. | | 

60:C か ら 1005C ま で の 各 温 度 で 加熱 処理 し た 虫 体 抗 
原 の 蛋 白質 お よび 糖類 は 加熱 温度 の 上 昇 に 伴 な い 攻 次 
減少 する の が 観察 され , 特に 100°C, 10min. AEG 
は 約 30% の E ASSAILED, 糖類 の 変化 は 
5.292%2C す ぎ な い 、. 然 し, 加熱 抗原 の 蛋白 成分 に つい て 
の 電気 泳動 像 を みる と 80°C 以上 の 加熱 処理 で 蛋白 質 
の 構造 変化 を 思わ せる 新た な 泳動 帯 の 出現 と 増加 が 観 
察 さ れる . 従っ 耐熱 性 と 考え られ る 加熱 抗原 の 可溶性 
蛋白 質 に も 化学 的 構造 変化 を 起 し た も の が 存在 する と 
考え られ る . 更に 構造 造 変化 を 起 し た 蛋白 質 が 尚 活性 を 
保持 し 得る か 人 告 か に つい て は 明らか で な い . gm. 加熱 
時間 の 差 に よる 蛋白 量 の 変化 は 30min. 以内 の 処理 
で は 各 温 度 と も 著しい 相違 は み ら れ な い . 次 に 各 加 熱 
抗原 の 紫外 線 吸収 を みる と , いずれ も 250260mjc 
吸収 帯 が 認め られ る . 然し , 吸収 の 強 さ は 加熱 温度 
よっ て 変化 し , 処理 温度 が 高く な る に 伴 な い 明 確 な 吸 
収 帯 を 示し た . これ は 特に 245m の 吸収 を 示す 成分 
が 加熱 温度 の 上 昇 に つれ て 消失 し て 行く 結果 で ある . 

と の 成分 が 抗原 活性 に 関係 する も の か 明らか で な い が , 
ICED TERI RAS Nk 現象 で あ る. 


一 方 , ESDUEROURIDUS d. 280m を 示し 虫 体 抗原 と 明 


ら か に 異な る 結果 を 得 た . 更に 電気 泳動 像 の 変化 を 観 
察する と 60°C, 10min. 処理 で も 急激 信 破 壊さ れる 
も の , 処理 温度 が 高く な る に つれ て 泳動 帯 が 順次 消失 
し て 行く も の 乃至 は 量 的 に 尊 次 減少 し て 行く も の 或 い 
は 全く 変化 し な いも の な ご ど が 観察 され た . KH 
の 移動 位置 か ら み る と 陽 概 側 ( に 早く 移動 する 成分 が 熱 


に 対し て 強い 影響 を 受け , 余り 移動 し な い 陰 極 側 の 成 - 


分 は 比較 的 熱 に 安定 な 傾向 が 疾 わ れる . 
Jj. 未 処理 の 虫 体 抗原 で SOM) と 飼育 液 抗原 ES) 
の 電気 泳動 像 の 相違 を みる と , 泳動 帯 の 数 お よび その 
特異 的 な 数 は 共に ES 抗原 に 多く み ら れ る . RL, 
SOM 抗原 で は 各 成 分 の 分 離 が 明確 で その 量 も 多く 陰 


Rete eO TTC TR 
SIE TUE & RE D SAMLDURICH 6 RUSTE PS 
も つと 強調 され た 形 で 得 ら れる と 思わ れる . | 


5 R 


極 か ら 陽極 の 全 城 に 広がっ て 分 市 し て いる . と れ 対 
LES 抗原 は 陽極 側 に 多く の 分 布 が み ら れ , 各 成 分 の 


量 も 著 明 な も の が 少な い . と の 様 に に 加熱 抗原 の 泳動 
像 の 変化 を 両 抗原 の それ と 対比 し て みる と 易 熱 性 の 東 
体 抗原 成分 は 概ね 躍 体 の 代謝 物質 , 即ち 分 泌 。 BE 
に 起源 し , 耐熱 性 成分 は 虫 体 を 構成 する 組織 成分 に 由 


来 する も の と 考え られ る . と の 様 な 性 状 の 変化 に 加え 


て ゲル 内 沈降 反応 を 指標 と し て 加熱 が 抗原 活性 に 及ぼ 
す 影 響 を 観察 し た . 

感染 血清 1 CAES IDMARO RIS A c 70°C 処 
理 で は 概ね 沈降 線 が 形成 され る が , 80°C DLEOJUA - 
を 行う と 反応 は 完全 陰性 化し た . 特に 22 例 の 患者 血 


| 清 を 対象 に 行っ た 成績 の うち 70?C 処 理 で も その 6 Gil 


(22.296) に 反応 の 陰性 化 が み ら れ , と れ ら の 了 臨床 
的 所 見 は 陽性 反応 を 呈し た 他 の 症例 と の 間 に 相 逢 が 認 
め ら れ な か っ た . と の 結果 は 電気 泳動 像 で 観察 され た 
陽 版 側 に 速 み や か 移動 する 成分 が 80*C で 消失 し た 
現象 と よく 一 致す る . 従っ て と れ ら の 成分 が 感染 に 於 
て 抗体 産生 に 重要 な 役割 を 果して いる 事 が 維 わ れる . 
更に 実験 的 濃厚 感染 を 行っ た 猫 血清 で も 同様 の 傾向 
が み ら れ る が , 特に 6 例 の うち 2 例 で は 100*C 娘 理 抗原 


。 で も 和 同 沈 降 線 の 形成 が み ら れ , 感染 に 於 て も 濃厚 な 感 


染 で は 熱 に 安定 な 成分 I に 対す る 抗体 の 産生 が 究 わ れる . 
seed ら (1966) は ケリ コッ ト 肺 吸虫 を 猫 に 感染 させ 
同様 に その 中 体 抗原 の 熱 に 対す る 安定 性 を 観察 し て い 
5. それ に よる と 主要 な 2 本 の 沈降 線 は 60?C 10min. 
処理 で は 全く 変化 は な い が 80°C, 10min. 処理 で は 沈 
隆 線 に 強い 減弱 が み ら れ , 更に 100°C で は 1 本 の 沈 


RIAL, 他 の 1 本 は わずか 残存 が 認め られ た 


事 を 報告 し て いる . と の 傾向 は 著者 の 成績 と 概ね 一 致 
する が 抗原 の 熱 上 対す る 抵抗 性 は ウェ ステ ルマン 肺 吸 
虫 を 用 いた 著者 の 成績 が Seed ら の 行なっ た ケ リコ ッ 
ト 肺 骸 虫 の それ より 稽 々 憶 い 結果 を 得 た . 一 方 , 感 作 
家 兎 血清 に 対す る 反応 で は 加熱 温度 関係 な く 主 要 な 
沈降 線 の 形成 が み ら れ , 100°C, 30min. 処理 で も 消 
失 し な い . RL, と の 場合 も 主要 な 沈降 線 以 外 に 形成 
され る 沈降 線 は 80°C 以上 の 加熱 で 消失 し 感染 血清 で 


観察 され た 現象 と 同じ 傾向 を 示し た . 
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———— 
分 対応 する 抗体 の 産生 が 有 問わ れ , と れ は 電気 泳動 の 
結果 か ら み て も 忠 体 を 構成 する 組織 成分 に 由来 する も 
- の と 言え る . と これ に 対し て 自然 感染 ほ 血 清 で は 耐熱 性 成 
分 に 対応 する 抗体 の 存在 が 認め られ ぬ 事 か ら , と れ ら 
の 物質 が 感染 免疫 の 抗原 と し て 果す 役割 は 極め て 低い 
事 は 明らか で ある . 尚 補 体 結合 反応 で も これ ら の 成績 
zac AR 
され た . 

と れ を みる と 陽性 反応 を 星 す る 抗原 希釈 の 伸び は 加 
——— a 

AIT LIMA ROA UI 40 48 EI E OEC CAE Ze = 
し た 反応 は 加熱 の 増大 に 伴 な い 高 い 希 釈 か ら 順 次 陰性 
化し て 行く の が 観察 され た . COMRABOMABR 
で も 陽性 反応 を 呈す る 抗原 成分 は 加熱 に 影響 を 受け 克 
い 事 を 示し て 居り , 反対 高い 抗原 希 秋 で も 陽性 反応 


を 呈す る 成分 は 熱 に 比較 的 安定 な も の で ある 事 を 裏 付 


摘 


D MARIO WY 溶性 蛋白 質 は 比較 的 耐熱 性 の も 


の が 多く , 100°C, 10min. の 加熱 で 全体 の 約 30% が 比 
固 沈 注 し た . と れ に 比べ 糖類 は 更に 安定 で 100*C 加 替 
TORI % が 減少 し た に すぎ な い 。 | 

2) BUZAAUEEQC KS ATR O 紫外 線 吸 収 の 変化 は 
加熱 温度 の 上 昇 に 併行 し て 吸収 帯 は 顕著 と な る 。 そ の 
吸収 帯 は 250 ン 260mg と 認め られ る 。 と れ た 対し ES 
挑 原 は 280mg に 吸収 帯 を 認め , 虫 体 抗原 と 質 的 な 相違 

| が み ら れ る . 

$) "ABUSO 電気 泳動 像 は 陽 灯 域 に ァ 
する 成分 と 陰極 で 殆 ん ど 移 動 し な い 成 分 に 大 別 さ れ , 

前 者 は 加熱 温度 の 増大 と 共 信 泳動 帯 が 順次 消失 し , 後 
者 は 加熱 上 対し て 影響 が 少な く 耐 熱性 を 示し た . 易 熱 
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速やか に 移動 


: 肺 吸虫 症 の 治療 経 角 と ゲル 


け て いる . 

この 様 補 体 結 合 反応 に 於 て Cb RIEDKE A SRN 
血清 に は 易 熱 性 抗原 と 耐熱 性 抗原 に 対す る 2 つの 反 he 
系 の 存在 を 示し た も の と 考え られ る 。 
_ 感染 血清 に つい て は 今回 の 実験 で 行っ て いな い が 洗 
降 反 応 の 成績 で 耐熱 性 抗原 に 対す る 反応 系 の 存在 が 皇 


め て 少な い 事 が 示さ れ て 居り , 補 体 結合 反応 に つい て 


性 成分 の 多く は ES 抗原 1 


も 興味 ある 点 で ある . と これ に つい て は 今後 更に 検討 を 
加え る つも り で ある . | 

DLERSERH B En A vn v MRO MIE 
体 抗原 は 易 熱 性 と 耐熱 性 の 蛋白 成 分 か ら 成っ て いる . 
と れ ら の 成分 は 感染 に 於 て は 易 熱 性 の も の が , 一 方 
感 作 に 於 て は 耐熱 性 の も の が 抗体 産生 に 主要 な 役割 を _ 
果して 居り , と れ ら の 加熱 対す る 抵抗 性 を みる と 爺 
熱性 成分 は 80°C で 完全 に 破壊 され その 抗原 性 も 失 活 © 
する が , 耐熱 性 成分 は 100?C で も 破壊 され ず 抗原 活 
EOE eRe RE EE 


要 


と 認め られ , 80°C ? 


10min, 
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A) 血清 学 的 活性 , WERENT k SEG A 
状 の 変化 と 概ね 平行 関係 が 認め られ る ・ 感染 血清 に 対 


し て は 80°C 加熱 で 沈降 反応 活性 の 失 活 が み ら れる 。 


ha DRR ACN TEED 


と れ た 対し 虫 体 抗原 で 感 作 し た 家 兎 血清 に対する 反 
応 で は 100?C 加熱 で も 活性 の 保持 が 認め られ た 。 

5) 補 体 結合 反応 に よる 感 作 抗 血清 に 対す る 加熱 抗 
原 の 活性 変化 は 加熱 温度 が 上 肝 す る に 従い 陽性 反応 を 
呈す る 抗 血清 の 希釈 倍数 は 著しく 低下 する 。 | 
然し 濃度 の 高い 抗 血 清 で は 熱処理 され た 抗原 で も 高い 
mb oT. - | 
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